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(a) Einbringen eines Genfallenvektors in eine euka- 
ryontische Zelie in Kultur, wobei der Genfallenvek- 
tor zumindest, in funktioneller Anordnung, die 
nachfolgenden Elemente aufweist: 

ein Reportergen 

eine Polyadenylierungsstelle 

ein Selektionsmarkergen 

(b) Selektion auf Zellen, die den Vektor enthalten; 

(c) in Kontakt bringen der selektierten Zellen mit 
einem Transkriptionsfaklor, dessen zugehOriges 
Transkriptionsfaktor responsible Element, Zielgen 
und/oder zugehOriger Cofaktor analysiert werden 
soil; 

(d) Identif izieren und Kultivieren solcher Zellen, die 
eine VerSnderung der Reportergenaktivitat zeigen; 

(e) Identif izieren der Zielgene und/oder Cofaktoren 
der Transkriptionsfaktoren und/oder der Transkripti- 
onsfaktor responsiblen Elemente. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung von Transkriptionsfaktor responsiblen Elementen, Ziel- 
genen und/oder Cofaktoren von Transkriptionsfaktoren. 

[0002] Unter den zahlreichen Genen, die die Metazoenentwicklung steuern, spielen die HomOogene eine Schlussel- 
rolle bei der Entscheidung fur einen Zellstammbaum und bei der Etablierung der morphologischen Identitat multizellu- 
ISrer Domanen. Sie werden in alien Zellschichten des Organismus und zu verschiedenen Stadien wahrend der 
Entwicklung exprimiert. Sie codieren fur HomOoproteine, eine groBe Familie von Transkriptionsfaktoren, diedurch eine 
hochkonservierte, 60 AminosSuren lange DNA-bindende Domane, die HomOodomane, gekennzeichnet ist. 
[0003] Die als "Engrailed" bezeichneten Saugetier-HomOoproteine, Engrailed-1 und Engrailed-2 (En1 und En2), wer- 
den zuerst im anterioren Neuroepithel im 1 -Somiten-Stadium (im Fall von En1) und im 5-Somiten-Stadium (im Fall von 
En2) in einer Domane, die sich spater in das Mesencephalon- und Rhombencephalon -Gebiet entwickelt, exprimiert. 
Danach wird EM im Ruckenmark im Dermomyotom der Somiten und im ventralen Ektoderm der Extremitatenanlage 
exprimiert. Geninaktivierungsexperimente zeigten, daB EM fur die Entwicklung des Mittel-/Rautenhirns, des Stern- 
urns, und der ventralen Extremitatenanlage notwendig ist, wohingegen Er?2-Mutanten nur einen leichten MittelVRau- 
tenhirn-Musterbildungsphanotypzeigen. 

[0004] Genaustauschexperimente von EM durch En2 deuten jedoch darauf hin, da3 die beiden Proteine identische 
biochemische Eigenschaften besitzen und daB die verschiedenen Phanotypen, die bei der HirnentwickJung bei En2- 
und Enf-Mutanten beobachtet werden, aufgrund zertlicher Unterschiede in der Expression der beiden Gene wahrend 
der fruhen Neurogenese zustande kommen. Daher werden in dieser Studie EM und En2 hSuf ig zusammengefaBt und 
als Engrailed bezeichnet. 

[0005] Wie am Beispiel von Engrailed beschrieben, waren Analysen der Expressionsmuster und der morphologi- 
schen Modifikationen, die in Mauseembryos mit Mutationen in bestimmten HomOogenen erzeugt wurden, von 
unschatzbarem Wert fur das Verstandnis der Funktion dieser HomOogene wahrend der Entwicklung. FOr ein Verstand- 
nis ihrer genauen Wirkungsweise mussen die genetischen Netzwerke, die ihre Funktion ausuben, jedoch identifiziert 
werden. Betrachtet man die Phanotypen von En^a/7ecf-Mutanten ( sind potentielle Ziele an der Gewebemusterbildung 
(sezernierte Molekule), der Zelltypbestimmung (andere Transkriptionsfaktoren), der Zellwanderung (Zell- und Substrat- 
adhasionsmolekule) und der Zellmorphogenese (Strukturproteine) beteiligt. 

[0006] Bei Drosophila konnten mit genetischen Ansatzen, die die funktionellen Wechselwirkungen in Mutanten auf- 
deckten, und durch Suche nach DNA-Bindungsstellen in Polytanchromosomen die Zielgene jedes gegebenen Tran- 
skriptionsfektors gesucht werden. Die Anwendung dieser Techniken fuhrte zur Identifizierung einer Reihe 
mutmaBlicher Zielgene von engrailed, wie hedgehog, decapentaplegic, cubitus-interruptus {ci), polyhometic und p3- 
Tubuiin. Nur von ci und $3-Tubuiin konnte gezeigt werden, daB sie direkte Zielgene von engrailed sind. Die bei der 
Fruchtfliege verwendeten genetischen Verfahren, die im Prinzip auch Zugang zu genetischen Reaktionswegen gewah- 
ren solrten, sind bei Vertebraten aufgrund der sehr groBen Anzahl an Nachkommen, die untersucht werden muBten und 
wegen des Fehlens von Polytanchromosomen nicht so einfach anwendbar. Bei Vertebraten wurden die meisten mOgli- 
chen HomOoprotein-Zielgene entweder zufailig durch Promotoranaiysen Oder durch Homologie mit bereHs in Inverte- 
brate^ hauptsachiich in Drosophila, identrfizierten Genen entdeckt. In den meisten Fallen war der Nachweis, daB die 
identrfizierten Gene wirkliche Zielgene sind, ziemlich umstandlich. Von besonderer Bedeutung ist, daB mit Ausnahme 
einiger, durch eine kurzliche NCAM-Studie dargestellter Ausnahmen von fast keinem dieser Zielgene gezeigt wurde 
daB es in vivo durch Hom6oproteine reguliert wird. 

[0007] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Identifizierung von Transkriptionsfaktor 
responsiblen Elementen, Zielgenen und/oder Cofaktoren von Transkriptionsfaktoren bereitzustellen, das eine systema- 
tische Bestimmung dieser Elemente, Zielgene und Cofaktoren ermOglicht und die aus dem Stand der Technik bekann- 
ten Nachteile vermeidet. 

[0008] Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch ein Verfahren zur Identifizierung von Transkriptionsfaktor respon- 
siblen Elementen, Zielgenen und/oder Cofaktoren von Transkriptionsfaktoren mit den nachfolgenden Schritten gelOst: 

(a) Einbringen eines Genfallenvektors in eine eukaryontische Zelle in Kultur, wobei der Genfallenvektor zumindest, 
in funktioneller Anordnung, die nachfolgenden Elemente aufweist: 

ein Reportergen 

- eine Polyadenylierungsstelle 

- ein Selektionsmarkergen 

(b) Selektion auf Zellen, die den Vektor entharten; 

(c) in Kontakt bringen der selektierten Zellen mit einem Transkriptionsfaktor, dessen zugehOriges Transkriptionsfak- 
tor responsible Element, Zielgen und/oder zugehOriger Cofaktor analysiert werden soil; 
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(d) Identifizieren und Kultivieren solcher Zellen, die eine Veranderung der Reportergenaktivitat zeigen; 

(e) Identifizieren der Zielgene und/oder Cofaktoren der Transkriptionsfaktoren und/oder der Transkriptionsfaktor 
responsiblen Elemente. 

5 [0009] Gerrfallenvektoren sind an sich bekannt und wurden beispielsweise in Hill und Wurst, 1993a und Hill und 
Wurst, 1993b, beschrieben. Auf diese VerOfferrtlichung wird vollinhaltlich Bezug genommen. 
[0010] Die erfindungsgemaB verwendbaren Genfallenvektoren enthalten zumindest ein Reportergen, eine Polyade- 
nylierungsstelle und ein Selektionsmarkergen, die in funktioneller Verbindung angeordnet sind. 
[001 1 ] Die Transkription des Reportergens wird nach Integration des Genfallenvektors in das Genom einer eukaryon- 

10 tischen Zelle dann modifiziert, wenn es, nach Zugabe eines Transkriptionsfaktors, unter der Kontrolle eines Transkrip- 
tionsfaktor responsiblen Elements steht. Unter Modifikation wird erfindungsgemaB eine Induktion oder Repression der 
Transkription des Reportergens verstanden, d.h. eine Erhflhung oder Absenkung der Transkriptionsrate. Als Reporter- 
gen kGnnen beliebige, in eukaryontischen Zellen nachweisbare Gene verwendet werden. Derartige Gene sind bei- 
spielsweise das LacZ-Gen, das Luciferasegen, das Green-Fluoreszenz-Protein-Gen und das CAT-Gen. Dem 

is Fachmann sind weitere verwendbare Reportergene bekannt, die in Abhangigkeit von der Zielzelle und vom zu untersu- 
chenden Transkriptionsfaktor ausgewahlt werden. 

[0012] Zur Expression wird weiterhin eine Polyadenylierungsstelle benOtigt, die in funktioneller Verbindung mit dem 
Reportergen und eventuell weiteren, auf dem Vektor angeordneten Genen vorliegt. 

[0013] Urn diejenigen Zellen zu identifizieren, die nach dem Einbringen des Genfallenvektors diesen In integrierter 
20 Form enthalten, wird zusatzlich ein Selektionsmarkergen eingebaut. Das Selektionsmarkergen kann ein beliebiges, in 
eukaryontischen Zellen selektierbares Gen sein, beispielsweise ein Antibiotikumresistenzgen, beispielsweise ein Neo- 
myzin- oder Hygromycin-Resistenzgen. 

[0014] Auf dem Genfallenvektor kann ein Promotor fur das Selektionsmarkergen angeordnet sein, der in der gewahl- 
ten Zielzelle aktiv ist. MGgliche Promotoren sind der Phosphoglyceratkinasepromotor, der Cytomegalieviruspromotor 

25 oder der p-Aktin-Promotor. 

[001 5] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erf indung wird ein Fusionsprotein zwischen dem Reportergen und dem 
Resistenzmarkergen ausgebildet; in diesen Fallen tragt weder das Resistenzmarkergen noch das Selektionsmarker- 
gen einen eigenen Promotor, sondern die Expression der entsprechenden Genprodukte wird nach Integration in ein 
Gen, das in den Zielzellen exprimiert wird, von zelleigenen Promotoren gesteuert. 

so [0016] Bei Verwendung eines Genfallenvektors, der keinen eigenen Promoter fur das Reportergen und das Resi- 
stenzmarkergen tragt, kfinnen Integrationen in aktive Gene erkannt werden. Beispielsweise enthait ein derartiger Vek- 
tor eine SpleiGakzeptorstelle, das Reportergen, das Resistenzmarkergen und eine Polyadenylierungsstelle. Ein 
Beispiel fur das Markergen ist das lacZ-Gen, ein Beispiel fur das Resistenzgen, das Neomycinresistenzgen. 
[0017] Das Einbringen des Genfallenvektors in die Zielzelle erfolgt durch beliebige, aus dem Stand der Technik 

35 bekannte Methoden. Beispiele hierfur sind Transfektionsverfahren, Lipofektionsverfahren, Elektroporation und Verfah- 
ren unter Anwendung retroviral er Vektoren. 

[0018] Der Genfallenvektor kann weitere Gene, Regulations- und Kontrollsequenzen etc. enthalten, urn die Expres- 
sion der auf dem Vektor befindlichen Gene und seine Integration in das Genom der Zielzelle sowie seine Replikation 
sicherzustellen. Im einzelnen wird hier auf die oben genannte Literatur von Hill und Wurst, 1993a und Hill und Wurst, 
40 1993b. hingewiesen. 

[001 9] Der Genfallenvektor wird in eine Zielzelle eingebracht, wobei die Auswahl der Zielzelle vom zu untersuchenden 
Transkriptionsfaktor responsiblen Element, vom zu untersuchenden Zielgen des Transkriptionsfaktors und vom zu 
untersuchenden Cofaktor des Transkriptionsfaktors abhangt. Bevorzugte Zielzellen sind beispielsweise embryonale 
Stammzellinien, Fibroblasten-Zellinien, neuronale Zellinien, Tumorzellinien und Hefezellen. 
45 [0020] Das Einbringen des Genfallenvektors in eine embryonale Stammzellinie hat den Vorteil, da& diese zur Erzeu- 
gung von chimaren Saugetieren einsetzbar ist. Durch Kreuzen solcher Chimaren mit Wildtyp-Tieren kann die durch die 
Integration hervorgerufene Mutation auf die nachste Generation ubertragen werden. Dadurch kann zusatzlich zur Iden- 
trf ikation eines Zielgenes dessen Funktion im Gesamtorganismus studiert werden. 

[0021] Nach Einbringen des Genfallenvektors in die eukaryontische Zellen werden diese unter Selektionsbedingun- 
so gen gehalten, urn diejenigen Zellen zu selektieren, die den Genfallenvektor in integrierter Form enthalten. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der Erf indung enthait der Genfallenvektor weiterhin ein Reportergen zur Negativselek- 
tion, urn beispielsweise gegen Integrationen in konstitutiv aktive Gene zu selektieren. Als Reportergen wird beispiels- 
weise das Thymidinkinasegen, das Diphteriegen oder das HAT-Gen in den Genfallenvektor insertiert. Bei Verwendung 
des Thymidinkinasegens als Reportergen zur Selektion gegen Integrationen in konstitutiv aktive Gene werden die Zei- 
ss len Gancyclovir ausgesetzt. Zellen, die Thymidinkinase exprimieren, werden hierdurch ausgeschaltet. 

[0022] In einem nachsten Verfahrensschritt nach Selektion auf solche Zellen, die den Vektor enthalten, werden die 
selektierten Zellen mit einem Transkriptionsfaktor in Kontakt gebracht. Der Transkriptionsfaktor wird entweder zum Zell- 
kulturmedium zugegeben oder das fur den Transkriptionsfaktor codierende Gen liegt auf einem Plasmid in der Zelle vor, 
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entweder in integrierter oder nicht integrierter Form, und befindet sich unter der Kontrolle eir.es induzieroaren Promo- 

!!^^2S2S!^^ Ze'lkulturmedium zugegeben. muG er in der Lage sein. die Zellmembran zu 
passieren urn in den Zellkern emzudnngen. In e.ner besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt 
der Transkriptonsfaktor eine Homeodomane, die ihn befahigt. die Zellmembran zu passieren Diedritte tofc von 
Homeoproteinen ,sl I hierzu insbesondere geeignet. Die Domane umfa® 60 AminosSuren und wir I nacSgend nZ 

h 2 a! 9 IT ? untersuchende Transkr.ptionsfaktor keine Sequenzen. die ihn zur Passage der Zellmem- 

off - h T d '!! e ^ 6iner 96ei9neten S,e " e an *» Transkriptionstaktorprotein angehangt weiden 
[0024] Das fur den Transknptionsfaktor kodierende Gen wird beispielsweise ausgewahlt aus der Gr uppe umfassend 

fouS; 9 ^.n rlT 6 ' ^ 60b0X emha,tende Gene ' H ^-Box-enthaltende Gene Oder WngSS-Sene 
[0025] Falls der Genfallenvektor in ein Gen insertierte, das unter der Kontrolle eines Transkriptionsfaktor reSnsiblen 

222? T* ^ ZU98be Und Bindun9 deS Tra "^P^aktors an dieses Element iSSSSSSE 
ntSa^lT y a TT^ kMmt W6,den - Die ExpreSSi0n deS Re P°^rgens kann in an sich betenSr Wefe 
nachgewiesen werden. Handelt es sich bei dem Reportergen urn das LacZ-Gen, wird. wie in Hill und VU«« Vfi 

deT^hSetnn^ fl8 "* t °" ^ is "^m Stand 

San S ein ^ Veran H derm 9 der RaPortergenaktivitat zeigen. werden identifiziert und kultiviert. 
tionsteWoir f fT" dann d ' e Z,e ' 9ene der Tran ^iPtionsfaktoren. die Cofaktoren der Transkrip- 
ronsfaktoren oder die Transknpt,onsfaktor responsiblen Elemente identifiziert und analysiert werden 

SSSLiS erf '" dungs9ema ^ Verfahren wird nachfolgend beispielhaft anhand der Identifizierung von Genen im 
genetischen Regulafonsweg der HomOoboxgene von Saugetieren gezeigt. Hiemei wild ein Induktionsgenfallenansab 

Sdi^nlZ ? '* Un9 maCM S ' Ch 2U NU,2S - 638 verechiede "e Homoodomanen und Homooproteine 
uber die Zellmembran transloz,eren, wenn sie zum Kulturmedium zugegeben werden. sodaR sie schlieBlich in den Zell 

stlSl^ 0 " k ? nnen 8fe die TranSkripti0P 6ineS Re P° rte ^ der Kontrolle eines h££52£££1 
f™ 1 meS re9ul,eren - ^ zu einer Modulierung des Neuritenwachstums fuhren kann 

ES. i cSl ra u hf0, ?^ den Abl t Ufe in d6r Ze " e erf0rdem e8 ' daB die spezifischen DNA-Bindungseigenschaften einer 
h ehall6n W6rden: di6S Z6i9t daB die ^nslozierten HomOodomanen mrt der Tan 

KoS?S ? * "f 096 " 6 " u Hom6 °P roteine in Wechselwirkung treten und daher zur IdenMikation von unter der 
H^^nSST^^l" Gen6n V6rWendbar sind - Durch Verwendung einer exogen zugegebenen 
lenT^tT J*" <Ur d ' e Durchmuste ™ 9 einer Bank mit Genfallenintegrationen in embryonalen Stammzel 
Z 2ST ne n 9 c en o etiSChen Re9ulationswe9 von Homdoproteinen. einsch.ieBlich direkter Hom<xTpro- 

e.n-Z,elgene. .dentrfaieren. Da En2 in undifferenzierten ES-Zellen exprimiert wi«J, wutfe beispielhaft diese neue 

STnCl^^ b6i ES " Zellen an9ewandt " um nach 2e,9ene " - E*S *S ge" 

techen Regulatronsweg von Engrailed aktiv sind. Unter Verwendung der En2-Homoodomane (EnHD) als chemischen 

P^ZnTm*™ 00 Genfa " envek,ori " te ^-n durchmustert und den ^G/-Locus als It, fKSK 
[0029] Die beiliegenden Figuren dienen zur weiteren Veranschaulichung der Erfindung. Die Figuren zeigen 
FjgjjM: Darstellung der Klonierungsstrategie. 

S2 l 1 ?*^ ^"f^SpleiBakzeptorstelle vor LacZ. der internen Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) vor der 
Ttvmjd.nk.nase-(Tk)-cDNA. was die negative Selektion in Gancyclovir und die positive Selektion des NeoR- 
(Neo)-Gens unter der Kontrolle des PhosphoglyceratWnase-(PGK)-Promoto re erlaubt 
.^'llT^T tra "f t e ?o d u Hom6odomane w " E n9railed (EnHD) Ober die Zellmembran (Schritt 1) 

i£H f£ p e TJT?, (S ? m 21 W ° 68 a " V6rf ° 9bare Stellen bindet und mit end09e "e" Faktoren 
^- t 71 : 1 (En) ' konkurnert - Man " imm * an. daB das Verfahren die Spezifitat der Wechselwir- 
kung begunstigt, da die Chromatinstruktur minimal gestort wird. 

(C) 30000 ES-Zellklone wurden nach Elektroporation von linearisiertem PT2-Vektor und Doppelselektion eta- 
bhert. D.e resistenten Kolonien wurden auf Polyestermembranen replikaplattiert. EnHD wire! zu dem Kulturme- 

tTul ^ T« 'u 969eben ' 3Uf P- 9a, " Aktivi «t aefarbt. und die blauen Kolonien werden von 

der Hauptp atte gepckt Nach Bestatigung der Induktion in drei unabhangigen Anal/sen we-den die positiven 
Kbne amptoert. und d.e mutmaBlichen Ziele werden mrttels 5'-RACE Woniert. Man fand. da!3 von 30000 C 

^TJTSS^^ und 8 wurden in den drei na ~ n — 9i9a " 



EigiiL2: Bakteriell erzeugtes EnHD bindet DNA und wird effizient in Zellen in Kultur internalisiert. 
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(A) Polyacrylamid-Gelelektrophorese von aus E. coli-Extrakten gereinigtem EnHD (Coomassie-Farbung). 

(B) Banden-Shift-Assay, durch Inkubieren von 0,5 ng 32 P-ATP-marWerten NP6-OligonuWeotiden mit steigen- 
den Mengen (0, 10, 20, 50 und 100 ng) an gereinigtem EnHD. 

(C) ES-Zellen (obere Reihen) Oder GMA24FIA (untere Reihen) wurden 2 Std. mit FITC-EnHD (300 ng/ml) 
5 (links) oder FITC allein (rechts) inkubiert. Konfokale Schnitte zeigen, daB FITC-EnHD internalisiert wird und in 

den Nuklei akkumuliert. MaBstab = 5 urn. 

Fiour3 : Identif izierung des gefangenen Gens als dt/BPAG 1 -Locus 

10 (A) 10000 ES-C3-Zellen pro Loch wurden mit steigenden Konzentrationen an EnHD inkubiert. Nach 24 Std. 

Inkubation wurden die C3-Zellen fixiert und auf p-Galaktosidase-Aktivrtat gefarbt. Jede Saule veranschaulicht 
den Durchschnitt von 4 unabhangigen LGchern. 

(B) 5'-RACE von ES-C3-mRNA ergab die Klonierung von 225 Nukleotiden einer BPAG1 n2-Enl_acZ-Hybrid- 
cDNA: 56 Nukleotide des Exons A, gefolgt von 45 Nukleotiden der Aktin-Bindungsdomane (ABD, unterstri- 

15 chen) und fusioniert an die SpleiBakzeptorstelle des Vektors (fett). 

(C) Der dt/BPAG 1 -Locus codiert drei von (mindestens) zwei Promotoren gesteuerte Transkripte. Zwei neurale 
spezifische Isoformen, BPAG1n1 und BPAG1n2, besitzen eine ABD (schraffierter Kasten) und eine Intermedi- 
arfilament-Bindungsdomane (IFBD) (horizontale Balken). Die BPAGle-lsoform wird durch einen internen Pro- 
motor gesteuert und hat keine ABD-Domane. Der genomische Bereich, der die ABD codiert, umfaBt 

20 mindestens 1 00 kb, und seine Exon/lntron-Organisation ist noch weitgehend unbekannt. Aus der Sequenz des 

Hybrid-Transkriptes leiteten wirdie Struktur des Fusionsproteins ab: Hinter dem BPAG1n2-spezifischen C-Ter- 
minus befinden sich 15 Aminosauren der ABD (unterstrichen) im Leseraster mit einer EnLacZ-Sequenz (fett). 
Man nimmt an, daB sich die Integrationsstelle im ersten Intron der ABD befindet. 

25 Fiour 4 : EnHD reguliert BPAG 1 n-mRNA-Spiegel in PC12-Zellen 

(A) Nach drei Tagen Priming mit NGF (50 ng/ml) wurden die PC12-Zellen uber Nacht mit EnHD (300 ng/10 5 
Zellen) in Gegenwart von Cycloheximid inkubiert. Die BPyAGtn-Transkripte wurden durch Northern- Blot- Ana- 
lyse mit einer Aktin-Bindungsdomanen-Sonde identifiziert. Ein 12 kb-Transkript wurde nachgewiesen, dessen 
30 Expression durch Zugabe von EnHD verringert wurde, wohingegen die GAPDH-Expression konstant biieb. 

Das Experiment wurde dreimal wiederholt, und die Abnahme der mRNA-Anreicherung betrug 30% mit einer 
Standardabweichung von 7% (Students t-Test, p<0,05). 

Figur 5 : EnHD reguliert BB4G 7 e-mRN A- und BPAGIe-Proteinspiegel in Engrailed-exprimierenden Keratinocyten 
35 hoch. 

(A) GMA24FIA-Keratinocyten in Kultur werden mit einem polyklonalen anti-Engrailed(aEnhb-1)-Antik6rper 
gefarbt (rechte Reihe ohne Erstantikfirper), MaBstab = 

(B) GMA24FIA-Zellen, uber Nacht mit EnHD behandert (rechte Spur), zeigen einen fOnffachen Anstieg der 
40 BP4G ?e-Transkripte, wohingegen die Akkumulation der GAPDH-mRNA nicht modrfiziert wird. 

(C) GMA24FIA-Zellen wurden Ober Nacht mit EnHD in Gegenwart von Cycloheximid inkubiert, und BPAGIe- 
Transkript wurde durch in situ-Hybridisierung nachgewiesen. MaBstab = 

(D) Die Zellen wurden zuerst uber Nacht mit Cycloheximid mit Oder ohne EnHD behandelt, und das Cyclohexi- 
mid wurde zwei Stunden vor der BPAG1 e-lmmunfarbung (BP-Patienten-Autoantiseren, Dr. C. Prost, Paris) ent- 

45 fernt. 

Figur 6 : Engrailed bindet an mehrere Stellen im BPAG te-Promotor in vitro. 

(A) Mobilitats-Shrft-Assay von in E.coli produzierten Engrailed-Proteinen an Fragmenten des internen Promo- 
so tors/Enhancers. Der BPAG Je-Promotor wurde mit BstNl gesparten, und die endmarkierten Fragmente wurden 

auf Bindung an En2 untersucht. Spur 1 : Kontrolle mit 2 jil E. coli-Extrakt. Spur 2: 2 ul En2, semigereinigt aus 
einem E. coli-Extrakt. Zwei Fragmente (-810 bis -89 und 2226 bis -1569, Minus-Strang) zeigen eine hochaffine 
Bindungsakti vital 

(B) DNase l-Footprint-Analyse der Promotorfragmente mit gereinigtem EnHD. Die Fragmente wurden endmar- 
55 kiert und mit EnHD wie in den experimentellen Verfahren beschrieben inkubiert. Die beiden Spuren HnksauBen 

entsprechen dem Fragment -2226 bis - 1569. Die folgenden vier Spuren entsprechen dem Fragment -810 bis 
-89 mit einem langen Lauf (Mitte) und einem kurzen Lauf (rechts). Die Footprints sind durch schwarze Balken 
angedeutet. 0 ist die Kontrolle ohne Protein und 10 ist EnHD (10 *il, 6 ng). 
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(C) Gelshift-Analyse von zwei im Footprint untersuchten Bereichen (in 6D unterstrichen) mit Vollangen-En2 
Die Gelshifts .n der rechten Reihe wurden mit dem OligonuWeotid ctcaaataattagtcattaaaaaaaa- 

? l^TZT 9 *? md " d6r Hnken Reihe mit dem oli 9onukleotid cgcagaatattggctcagtaactaagtgtg 
durchgefuhrt. 0, kein Extrakt; C, E. coli-Extrakt; En, En2-exprimierender E. coli-Extrakt. 

(D) Sequenz der beiden im Footprint untersuchten Bereiche (schwarze Kasten) des BPAGle-Promotors Die 
geschutzten Bereiche sind felt markiert. 

fjguxl: Engrailed2 reprimiert und EnHD aktiviertdie BPAGle-Promotor-Aktivitat. 

£! ,? arstellun 9 der beiden 2ur Cotransf izierung mit pBP-luc venvendeten Konstrukte 

(B) GMA24FIA-Zellen wurden mit pBP-luc allein oder mit steigenden En2- Oder En2/EN-Dosen wie angege- 
ben transfiziert. Nach 48 Stunden wurde die Ludferase-Aktivitat in Zellysaten gemessen. Jeder Wert ent- 
spncht dem Durchschnitt von 4 unabhangigen Lochern. Die Wirkungen der beiden Konstruktionen sind 
entgegengesetzt und dosisabhangig. 

Figure: Darstellung des PT2-Vektors und seiner Funktion im erfindungsgemaBen Verfahren. 
Experimentelle Strategic 

[0030] Die Figur 1 veranschaulicht das Prinzip des erf indungsgemas entwickelten neuen Verfahrens. ES-Zellen wer- 
den m.t e.nem l.nearis.erten PT2-Genfallenvektor elektroporiert. Dieser Vektor enthait ein Reportergen lacZ das im 
Leseraster an e.ne SpleiBakzeptorstelle fusioniert ist. gefolgt von einem Thymidinkinase-Gen (tk), das an eine interne 
R.bosomen-E.n rrttsstelle (Internal Ribosomal Entry Site. IRES) gebunden ist. Somit wi«J eine bidstronShe BoSaft 
hergeste.lt, d,e .acZ und tk enthait (Figur 1A). Durch Zugabe von Gancydovir zu dem Medium konnen n» VSTs 
frGen expnmieren ehmm.ert werden. Dadurch wird gegen Integrationen in konstitutiv aktive Gene selektiert Ein zwei- 

ShfTrm^il" 6 ° m v'" r ff^ 2 k ° diert Und der Kontrolle des Ptephoglyceratkinase-fPGV-Promtiton 
stent, ermoghcht e,ne posrtive Selekton transfizierter Klone. Die Klone werden dann auf Polyesterfitter replikaplattert 
und m,t EnHD .nkubiert. Unter der Annahme. daB Engrailed die Transition hauptsachlich ObTKwSS 

ZEST"?? 1 EnHD o ,eh * ^ di6 Einbri09Un9 VOn EnHD durch mit "SSlm EngX 

aS r 1 *± ^ tonn6n ^^^ende Klone auf den Polyesterf iftern und danach 

n« S K .denW,z,ert werden. Die mutmaBlichen Engrailed-Ziele kOnnen dann mit S'-RACE-PCR-Strategien 

SSmSisz^ est Schema (F r : B) ist das Beispiei au,9e,ohrt in dem Lacz in **« **» 

Engra ed-Z.el ntegnert ist. LacZ kann aber auch nach Integration in ein Gen exprimiert werden. das indirekt durch 
Engrailed reguliert wird (bspw. in seinem genetischen Regulationsweg 

E! fSf* S,udia ve ™ endeten die Engrailed-Homoodomane (EnHD) aus Huhnchen, da spezifische Ani- 

den kOnnen Die hohe Sequenzkonservierung zwischen den unterschiedlichen EnHDs und die normale Entwickluno 
emer Maus ,n der EM mutiert wu.de und durch En2 ersetzt wurde. ergab. daB die bei dieser Sie ve^ete 
Homoodomane .m Erfolgsfalle die Identjfizierung von EM- und En2-Zielen in Saugetieren ermcJcbT verwende,e 

Die Engrailed-HomdodomSne wird durch Zellen in Kultur Internalislert. 

U2 21 A DaS u^ r ■■ beschriebene Protoko11 erfordert, daB das zu dem Kulturmedium zugegebene EnHD von einer 
D f Rlh? S P Z S " ^r 0 ^ EnH ° WUfde in £ °* produ2iert und auf H^rin-Sepharose gerefnj 
SUES " n f b JT mt dUfCh SDS - PAGE - A "^ und Farbung mit Coomassie-Blau. grOBer als 80S 

^S^ZurUntersuchun^ 

Enor^Sri r Pien ,o Sr NP6 - Ste " e f ^AATTAAAT) verwendet wurde. die bekanntlitf an Dros<S 
Engrailed b.ndet. Wie aus F.gur 2B ersichtlich ist. entstehen 4 bestimmte Komplexe, wenn die EnHD-Menqe schritt- 
we.se von 10 ng auf 100 ng erhoht wird. Dies zeigt, daB EnHD in vitro effizient an NP6 bindet 
STL H P. T 6t> mit Fluorescein -'sothiocyanat (FITC) wie schon beschrieben markiert. und zu ES-Zellen in Kultur 
Is k 9e9eb J a ° ie R9Ur 20 (0b6re Reihen) 2ei9t ' daB EnHD von den ES -*"'en efiizient au^genommen 

iSrSfJPr? ^ ""I"' 10 (0b6re md reCh,e R6ihe) be0bachtet> und konfokale Schnitte bestatigten. daS 
das Pepfd tatsachhch ,m Inneren der Zelle vorliegt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit FITC-marWertem EnHD und durch 

IZSSFT -T ^)'" GMA24F.A-Keratinocyten (Figur 2C. untere Reihen). einer in dies^ Studie vj 
wendeten ZeH.n,e (siehe unten). erhalten. ZusammengefaBt folgern wir. daB EnHD durch Zellen in Kuitur effizient ein- 
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Identif izierung eines mutmaBlichen Engrailed-Zielgens. 

[0034] Eine Bank aus 30000 unabhangigen Genfallenvektor-lntegrationen in ES-Zellen wurde auf die Reaktion auf 
Engrailed durchmustert, indem EnHD zu dem Kulturmedium nach dem in Figur 1 schematisch dargestellten Protokoll 
5 gegeben wurde. Dadurch konnten 20 reagierende Klone identrfiziert werden. Die Reaktion dieser 20 Klone wurde 
anschlieBend in 96-Loch-Platten in drei unabhangigen Experimenten wiederholt. Acht Klone zeigten durchweg eine 
Induktion der Reportergenexpression. Die Figur 3A zeigt fur den Klon ES-C3, dem Gegenstand des vorliegenden 
Experiments, wie die Anzahl der LacZ-exprimierenden Zellen auf eine dosisabhangige Weise durch Zugabe von EnHD 
erhGht wird. 

10 [0035] Das von der Genfallenvektor integration in Klon ES-C3 erzeugte Fusionstranskript wurde durch S'-RACE cha- 
rakterisiert. Ein etwa 225 bp groBes Fragment wurde amplifiziert, kloniert und danach sequenziert. Diese Sequenz 
(Figur 3B) weist eine Hybrid-cDNA auf, die den SpleiBakzeptor der Genfallenvektorsequenz und 101 NuWeotide ent- 
halt, die zu 100% mit einer Sequenz identisch sind, die in der neuralen Isoform vom Typ II von Dystonin (Genebank, 
Bez. gb U25158), auch als BPAG 1n2 [bullOses Pemphigoid Antigen neural 2) bezeichnet, gefunden wird. In dieser 

75 Sequenz entsprechen 45 NuWeotide dem 5*-Ende des Exons, das den C-Terminus der Aktin-Bindungsdomane von 
Dystonin entspricht, und 56 NuWeotide dem Dystonin-Exon A (Figur 3C). 

[0036] Die BPAG1n2- und /.acZ-Sequenzen liegen im Raster, was die Expression eines Fusionsproteins ermOglicht 
und mit der beobachteten p-Galaktosidase-Aktivitat ubereinstimmt. Die Existenz dieser Hybrid-cDNA wurde durch RT- 
PCR bestatigt, wobei zwei unabhangige PCR-Primersatze verwendet wurden. Urn weiter zu zeigen, daB die Hybrid- 
20 m RNA in ES-C3-Zellen vorhanden war, wurde ein RNase-Protektions-Test durchgef uhrt, bei dem eine Antisense-RN A- 
Sonde aus der BPAG1n2-LacZ-cDNA und Gesamt-RNA aus ES-C3-Zellen und normalen ES-Zellen verwendet wur- 
den. ErwartungsgemaB wurde ein 200 NuWeotide groBes Fragment, das der Hybrid-mRNA entspricht, in der RNA aus 
ES-C3-Zeilen geschutzt, jedoch nicht in der Kontroll-RNA (Daten nicht gezeigt). 

[0037] Die Organisation des dt/BPAG 1 -Locus ist in Figur 3C beschrieben. Der dt/BPAG 1 -\jocus codiert mindestens 
25 drei unterschiedliche Isoformen, die BPAG1n1, BPAG1n2 und BPAGIe codieren. Die beiden ersteren Isoformen wer- 
den im Nervensystem und die letztere in Keratinocyten der epidermalen Basalschicht exprimiert. Der Aminoterminus 
der neuralen Isoformen unterscheidet sich von dem von BPAGIe durch die Anwesenheit einer funktionellen Aktin-Bin- 
dungsdomane (ABD), wohingegen der bei alien drei Isoformen gleiche Carboxyterminus eine Intermediarfilament-Bin- 
dungsdomane (IFBD) enthalt. Anhand der Hybrid-cDNA-Sequenz laBt sich ersehen, daB der Genfallenvektor am 
30 wahrscheinlichsten in ein Intron der ABD-Region des dt/BPAG 1 -Locus integrierte, was zur Verkurzung der beiden 
neuralen Isoformen fQhrte (Figur 3C). 

Ex vivo-Regulation der BPAGm-Expression durch EnHD. 

35 [0038] Zur weiteren Untersuchung der genetischen Regulation zwischen Engrailed und Dt/BPAGln verwendeten wir 
neuronale Zellen, die beide Gene exprimieren. Die von Phaeochromocytom abstammenden PCl2-Zellen aus Ratte 
nehmen einen Phanotyp an, der einem sympathischen Neuron ahnert, und exprimieren Dt/BPAG1n und En1 nach 
Zugabe von Nervenwachstumsfaktor (NGF). Da die HomOodomanen von En1 und En2 funktionell identisch sind, sollte 
EnHD an En1 -Zielstellen binden und somit mit endogenem Engrailed konkurrieren kOnnen. Die PC12-Zellen wurden 

40 drei Tage mit NGF inkubiert und uber Nacht mit EnHD (300 ng/10 5 Zellen) in Gegenwart von Cycloheximid behandelt. 
Die Figur 4A zeigt eine Northern-Blot-Analyse, durchgefuhrt mit einer c/MBD- Sonde, die die beiden, den beiden 
neuralen Isoformen entsprechenden mRNAs erkennt. Die beiden mRNAs kOnnen nicht aufgrund ihrer GrGBe unter- 
schieden werden, und man wies eine einzelne Bande von 15 kb mit einer zweifachen Abnahme der mRNA-Anreiche- 
rung nur 12 Stunden nach Zugabe von EnHD nach. Diese mittels Phosphoimager-Analyse quantifizierte Abnahme 

45 beruht nicht auf einer generellen Abnahme der mRNA-Transkription oder Anreicherung, da die Expression von Glyce- 
rinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) unverandert blieb. Das gleiche Experiment wurde dreimal wiederholt 
und ergab qualitativ identische Ergebnisse (Legende in Figur 4). Da Cycloheximid die Translation hemmt, deuten die 
Ergebnisse der letzteren Experimente darauf hin, daB EnHD in diesem Modell direkt auf die Regulation der BPAGln- 
Transkription wirkt. 

so 

Ex vivo-Regulation der BPAGIe- Expression durch EnHD. 

[0039] Zusatzlich zu den uberlappenden Expressionsmustern von BPAGln und Engrailed im ZNS, beobachteten wir, 
daB En1 und BPAGIe auch in Keratinocyten der epidermalen Basalschicht coexprimiert werden (nicht gezeigt). Wir 
55 untersuchten daher, ob die epidermale Isoform {BPAGIe) neben den neuronalen B PAG 1 -Isoformen auch durch 
Engrailed reguliert wurde. Zu diesem Zweck untersuchten wir die Expression von BPAGIe und Engrailed in einer 
immortalisierten Keratinocyten-Zellinie aus Mensch (GMA24FIA-Zellinie), die sich wie basale Keratinocyten verhalten. 
aEnhbl , ein polyWonaler AntikOrper, der En1 und En2 erkennt, farbt die ZellnuWei (Figur 5A) und erkennt im Western- 
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Blot (nicht gezeigt) em einzelnes 52 kD-Protein, was zeigt, daB diese Zellen En1 exprimieren. Mil Hilfe einer Northem- 
Blot-Anatyse wurde ein einzelnes Transkript von 9 kb. das der 8PAG/e-mRNA entspricht (Figur 5B). jedoch keine 15 
kb-Transknpte die den 8PAG In-lsofbrmen entsprechen, nachgewiesen. Wir bewiesen, daB GMA24FIA-Zellen EnHD 
internalisierer. (Figur 2D) und analysierten dann die Auswirkung der HomOodomanen-lnternalisierung auf die BPAGle- 
Sn^pin^P '^ Fi9 " r n B 96zei9t ^ starkt die Zu 9 abe ™ E "HD Ober Nacht die Menge an BPAG/e-mRNA um min- 
HSL Fakt0 ^ 5 u ^ in srtu-Hybndisierungen von Figur 5C zeigen sogar in Gegenwart von Cycloheximid eine 

jarte Wrkung von EnHD auf die Menge der BPAG1 e-mRNA, was darauf hinweist. da(3 die Regulation direkt eriSi 
SchheBhch wurden d,e GMA2-4FIA.Ze.len uber Nacht mit oder ohne EnHD in Gegenwart von Cycloheximid inkSert 
gewaschen und we,tere 2 Std. ohne Cycloheximid inkubiert, was eine de novo-Proleinsynthese ermoglichte 
[0040] W.e in Figur 5D veranschaulicht ist, hatte EnHD eine starke positive Wirkung auf die BPAG1 e-Synthese und 
ZZ^Z^JZ™™^- Di6Se 2ei9en ' d3R die dur/h EnHD in 

Ein Interner Promotor/Enhancer von BPAG1 ist ein Ziel des Engrailed-Protelns. 

[0041] Innerhalb des 8PAGM.ocus wurde ein interner Promotor/Enhancer identifiziert (s. Figur 6). Dieser steuert die 
in ^-Expression eines lacZ- Reportergens in epidermalen Keratinocyten, sowie in Bereichen des ZNS. die Engrailed 

ken^Zur Lokahsierung der mutmaBlichen Bindungsstellen fur Engrailed in dem internen BPAG1 -Promotor/Enhancer 
wurden Ge shift-Assays durchgefOhrt, bei denen markierte BstNl-Restril<tion S endonuklease-FragmenteS^ 
-93) Promoter-Region und partiell gereinigtes En2 (En2)-Protein aus Huhnchen veiwendet wurden. Wie Figur 6 A zeigt 
verech.eben s.ch d.e beiden groBeren Fragmente (-2226 bis -1569) und (-810 bis -89) in Gegenwart von En2 (Pfeile) 
was die Existenz von funktionellen Bindungsstellen anzeigt 

iSn^ff e " Ff !l 9ment f WUrde " mitte ' S DNaS6 "WinBno mit EnHD analysiert. Die Footprintreaktionen 
erfofcten mitbe.den marketer, Strangen und ergabenidentischeErgebnisse.Essinddaherfurjedes Fragment nur die 
Ergebnisse fur jeweils emen Strang gezeigt Die Fragmente (-810 bis -89) und (-2226 bis -1569) zeigten jeweils 5 soe- 
zrfische Footprints (Figur 6B). We Figur 6D zeigt. enthalten einige der geschutzten Bereiche (fett Si A^nXn- 
SSSKE Unter diesen sind einige fast identisch mit der N™s«,uenz 

n^V^ * ^ * h D ^ * Zwei ^D-Footpnnts enthaiSn kei- 

SEL a2 « tG *f u ° b ,f 686 EnHD " Bindu "9sstelten auch durch Vollangen-Engrailed 2 erkannt werden. wurden 
SSrtJ!^ baktene II erzeugtem En2 durchgefOhrt. Zwei den beiden unterechiedlichen geschutzten Bereichen 
entsprechende > OhgonuWeotaipaare wurden verwendet. Eines (-2225 bis - 2180) enthalt drei bona fide ATTA-Motive 
das andere (-694 b,s 665) hat keinerlei ATTA-Sequenz (in Rgur 6D unterstrichen). Wie Figur 6C zeigt. bildete En2 zwei 
^ "! b6kJe o 0li 9° nukleo ^en, was zeigt, daB En2 effizient mindestens zwei durch EnHD 
•n der Footpnnt-Analyse geschOtzte Sequenzen bindet. einschlieBlich einer Sequenz ohne ATTA-Kern. 

Die Aktivitat des internen BPAG1-Promotors/Enhancers wird durch En2 reguliert. 

[0044] Das genomische 2,3 kb Hindlll/BamHI-Fragment (Position - 2463 bis -89) von BPAGle. durch das Reporter- 

£2£H ™ 2NS 6XPrimiert W6rden ' ex P rimiert werde "' «" e ineT vTp2> 

tZSFZL h~ v t BP ' IUC L V0 , r * 8 Luc,,erase 9 en P' aziert - Da * Reportergen wurde in GMA24-FIA-Zellen mit einem 
Plasm d. das das Vo iangen-En2 cod.ert oder einem Plasmid, das En2 mit deletierter N-terminaler Domane (En2/EN) 
codiert, cotransf iziert Dem letzteren. En2/EN, fehlt die Domane, die fur die Vermittlung aktiver Repression veranttS 
liM P l 8 n n h *? 68 ^ EnHD WirKt ° aS colra "^' a rende pBP-iuc mit steigenden pEn^N Me^n 

Z^r al J a u 9 f " nSt,e9 def PromotoraWivi «». wohingegen das Vollangen-En2 die gegenteilige, jedoch 
gSuS 9,96 W,rl ^ n9 ™' 9t (R9Ur n ° ie Cotrans,ektion fender Mengen beider Plasmkie mit einem B- 
SSSS 3; ierendan 7 P,asmid da * kai "<* *r berten Plasmide einen EinfluB auf die Zel.uberiebens- 
fahigkeit hatte (nicht geze.gt). ZusammengefaBt schlieBen wir, daB En2 die BPAGle-Promotoraktivitat direkt requliert 
und daB ,n GMA24FIA-Zellen En2 und En2/EN entgegengesetzt auf diese Aktivitat wirken * 
wln^T n! en,e * n °'° 9ie wurde hier zur Wentifizierung und zur zufallsmaBigen Mutation von Genen in ES-Zellen ver- 
ged wfrZ G ^™^ ra *>°™ |?nnen weiter auf spezifische Expressionsmuster in vivo und in vitro durchmu- 
hnm^l I f dl6Se Technol °9 ie zur Identifizierung und Mutation von Genen, die durch 
hom6oc.omanenhart.ge Proteine reguliert werden, weiter ausgearbeitet. Dieser neue Ansatz hat gegenuber anderen 

Sr^rSr ^ V °? ile - DiS r arkier,en 2iel9ene k6nnen mit p C R -S*ategien ieicht Woniert und charaWe 
Z TrZ* Z^Z d !! : e,n9efan9enen Zie, 9 ene kann u "t ar sucht werden. indem man die Reportergenakti- 
vitat .n Ch,maren und FLNachkommen verfolgt. so daB sich zell- und gewebespezifische Wechselwirkungen 
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vorherbestimmen lassen. Die Reportergen expression kann als nutzlicher Marker verwendet werden, mit dem das Netz- 
werk genetischer Wechselwirkungen analysiert wird. Die Integrationen kOnnen einen mutierten Phanotyp hervorrufen, 
der nach der Keimbahntransmission untersucht werden kann. 

[0045] Zur Identrfizierung seltener Genfallen-Vektor- Integrationen in Gene, die in spezifischen genetischen Reakti- 
5 onswegen stromabwarts aktiv sind, wurde das klassische Durchmusterungsverfahren verbessert. Zu diesem Zweck 
wurde ein Thymidinkinase-Gen, fusioniert an eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) 3' vom LacZ-Gen, in dem 
PT1-Genfallenvektor eingeschlossen. Die meisten Integrationen in konstitutiv aktive Gene konnten somit durch die 
Zugabe von Gancyclovir in das Selektionsmedium eliminiert werden. Die Verwendung dieses neuen bicistronischen 
Vektors, in Kombination mit der Replikaplattierungstechnik, ermOglichte die Durchmusterung einer groBen Zahl von 
w Genfallenvektor-lntegrationen und die spezif ische Identrfizierung von Zielgenen exogen zugegebener homOodomanen- 
haltiger Transkriptionsfaktoren. 

Identif izierung von Engrailed-Zielgenen durch Translokation. 

15 [0046] Die HomOdomane von Antennapedia (AntpHD), Hoxa5HD und FtzHD sowle Voliangen-Hoxa-5 und Hoxc-8 
kann in das Cytoplasma und den Nukleus lebender Z ell en in Kultur eindringen. Obwohl der Translokationsmechanis- 
mus uber die biologische Membrane nicht vollstandig verstanden ist, deuten Experimente mit mehreren Peptidvarian- 
ten, abgeleitet von der dritten AntpHD-Helix, daraufhin, daB die Translokation keinen chiralen Rezeptor erfordert und 
keine klassische Endocytose beinhaltet. Ein klarer Vorteil dieser Technik ist, daB die Polypeptide in das Cytoplasma 

20 und den Nukleus gelangen kOnnen, ohne daB sie durch den Endocytoseweg abgebaut werden und sich in einer unge- 
stOrten Umgebung befinden. Dieser letzte Punkt ist besonders bei der Einfuhrung von Voliangen-HomOodomanen Oder 
-HomOoproteinen wichtig, die, wenn sie sich in den Nuklei befinden, nur an Stellen binden, die durch die Chromatin- 
struktur zuganglich gemacht wurden. Daher wird die Menge an nichtspezifischen Interaktionen verringert, wenn nicht 
sogar eliminiert. 

25 

Regulierung der BPAGm-Expression durch Engrailed. 

[0047] In dieser Studie identifizierten wir 8 unabhangige Genfallenvektorintegrationen in ES-Zellen, die auf zu dem 
Kulturmedium zugegebenes EnHD reagieren. Bei einem dieser Klone, ES-C3, erfolgte die Integration im dt/BPAG1- 

30 Locus. Die Integrationsstelle des Gerrfallenvektors in einem Intron der ABD-Domane von BPAG1 n wies darauf hin, daB 
BPAGln stromabwarts von Engrailed liegt. Die in situ-Hybridisierung zeigt, daB BPAGIn in mehreren Domanen des 
embryonalen ZNS der Maus exprimiert wird, einschlieBlich Bereichen, in denen Engrailed nicht exprimiert wird. Die 
Expression auBerhalb von Engrailed- Domanen weist darauf hin, daB BPAGIn auch ein Ziel fur andere regulator ische 
Proteine, moglicherweise, jedoch vermutlich nicht ausschlieBlich andere Homoproteine, ist Da die Erkennungsstellen 

35 fur die Bindung von HomOoproteinen ubiqurtar sind, erwartet man, daB von verschiedenen HomOoproteinen und 
HomOodomdnen ahnliche Oder sogar identische Promotorregionen erkannt werden. 

[0048] Die in vivo-Abnahme der BPAG1 n-Expression in Engra/Vecy-Mutanten bestatigt daher, daB BPAG1 n sich in dem 
genetischen Regulationsweg von Engrailed befindet. Die letzte Beobachtung scheint zu zeigen, daB sich Engrailed in 
E12.5-Embryos wie ein Aktivator der BPAG fn-Expression verhait, wohingegen Engrailed in ES-Zellen, in Keratinocyten 
40 und im Dermomyotom wie ein Repressor wirkt. Dies stimmt mit der Funktion von Drosophila-Engrailed uberein, das je 
nach der EntwicWungsstufe und dem betrachteten zelluiaren Zusammenhang ein Repressor Oder Aktivator sein kann. 
Es ist in diesem Zusammenhang bemerkenswert, daB die Aktivitat des LacZ-Reportergens, gesteuert vom internen 
BPAG 1 -Promotor/Enhancer im Mesencephalon von E8.5- bis zu E12.5-Mausen, durch positive Regulation eines 
Engrailed-responsiven Elementes in einem neuronalen Engrailed-exprimierenden Gebiet verstarkt wird. 

45 

Regulation der BPAG1 expression durch Engrailed. 

[0049] Der aftfBPAG 7 -Locus codiert auch BPAG1 e, ein Protein, das in Keratinocyten Keratinfilamente mit Hemi- 
desmosomen verbindet, und somit bei der Aufrechterhaltung der Hemidesmosomenstruktur wichtig ist. Die interne Pro- 

50 motor/Enhancer-Sequenz stromaufwarts von BPAGIe enthait einige mutmaBliche HomOoprotein-Bindungsstellen. 
Neben den in situ-Hybridisierungsstudien, die zeigen, daB das AusmaB der BP>4G7e-Expression in der Epidermis bei 
Fehlen von Engrailed betrachtlich erhOht war, deutete die letztere Beobachtung auf eine genetische Wechselwirkung 
zwischen BPAGIe und Engrailed hin. Wir bestatigten daher, daB En1 und BPAGIe in basalen Keratinocyten in vivo 
(nicht gezeigt) und in der immortalisierten Keratinocyten-Zellinie GMA24FIA exprimiert werden. Mit Hilfe dieser Zellinie 

55 konnten wir zeigen, daB die Zugabe von EnHD die BRAG 7e-Expression steigert, und daB dieser Anstieg auch in 
Gegenwart von Cycloheximid beobachtet wird. Wie im Fall von BPAGIn, deuten diese Experimente stark auf eine 
direkte Regulation von BPAGIe durch Engrailed hin, schlieBen jedoch nicht vollstandig eine Wirkung des EnHD auf die 
Stabilitat der BRAGte-mRNA aus. Es ist ebenfalls bemerkenswert, daB die Zugabe von EnHD die Transkriptmenge 
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erhOht, was zeigt, daB Engrailed in Keratinocyten im Gegensatz zu dem Geschehen in PC12 als Repressor wirkt. 

dt/BPAG1 enthalt eine Promotor/Enhancer-Sequenz, die direkt durch Engrailed reguliert wird. 

[0050] Die Gegenwart eines internen Promotors stromaufwarts von BPAGle war sehr niitzlich bei der Bestatigung 
der Gultigkeit des Ansatzes, der in der vorliegenden Erf indung zur Identif izierung mutmaBlicher Engrailed-Zielgene ver- 
wendet wurde. Dieser Promotor ist von besonderem Interesse, da er die Expression von LacZ im Mesencephalon steu- 
ert, was darauf hinweist, daB entweder BPAGle im ZNS exprimiert wird Oder, und nicht ausschlieBlich daB diese 
Domane .m Nervensystem for die BPAG/n-Expression als En^a/fed-Enhancer wirkt. Die letztere Interpretation wird 
durch die Tatsache unterstiitzt. daB das durch den internen Promotor gesteuerte LacZ ahnlich wie BPAGln in der 
Engrailed-exprimierenden Domane hochreguliert wird. 

Allgemeingultigkeit des Ansatzes. 

[0051] Es konnte in der vorliegenden Erfindung gezeigt werden, daB zellpermeable Peptide zur Iderrtifizierung von 
beispielsweise HomOoprotein-Zielen vetwendet werden konnte. Es ist auBerdem offensichtlich, daB das hier vorge- 
stellte Verfahren durch Verkniipfen von Polypeptiden an die dritte AntpHD-Helix und somit durch ihre Internalisierung 
T aU( ^?. 3 6re Pr ° teine aus 9 edehnt werden »r die aktive Domanen identifiziert worden sind, bspw eine 
andere DNA-bindende Domane als die Homoodomane. Bisher gelantgen samtliche von uns synthetisierten und herge- 
stellten Polypeptide mit Langen unter 100 Aminosauren in das Cytoplasma der Zellen und in den meisten Fallen in 
•hren NuWeus. Da die dritte AntpHD-Helix, die als Vektor dienen kann. 16 Aminosauren umfaBt. konnen wahrscheinlich 
aktive Domanen mit einer minimalen Lange von 84 Aminosauren in lebende Zellen eingebracht werden Dies eroffnet 
den Weg zu einer neuen und leistungsfahigen Induktions-Genfallen-Technologie. 

[0052] Vorstehend wurde die Erfindung anhand eines speziellen Genfallenvektors und des Engrailed 2 Proteins 
beschneben. Selbstverstandlich ist die Erfindung nicht auf dieses spezielle Ausfuhrungsbeispiel beschrankt Der Fach- 
mann kann dieses AusfOhrungsbeispiel auf der Grundlage der vorstehenden Anmeldung abandem, ohne von der 
beschriebenen Erfindung abzuweichen. 

Experimented Verfahren 

Zellkultur 

[0053] ES-Zellen wurden in dem D3-ES-Zellwachstumsmedium [Wurst und Yoyner, 1993] gezOchtet Primare Cere- 
bellum- und Metencephalon-Kulturen aus Rattenhirn (P0) wurden wie zuvor beschrieben hergestellt [Joliot 19911 
PC12-Zellen wurden in DMEM/F12-Medium, das 10% Pferdeserum (Seromed) und 5% fotales Kaiberserum (GIB-CO) 
enthielt, gezOchtet. Die for die Experimente verwendeten PC12-Zellen wurden drei Tage mit 50 ng/ml NGF (Boehrin- 
ger) inkubiert. GMA24FIA ist ein Feeder-unabhangiger Subklon des menschlichen Keratinocyten-Stammes GMA [Bar- 
randon. 1989]. GMA24FIA wurden in normalem KGM gezOchtet, das mit EGF angereichert war [Rochat, 1994]. 

Genfalle 

[0054] Das Genfallenverfahren ist genau in [Hill und Wurst, 1993a,b] beschrieben. Hier wird jedoch eine kurze Gber- 
f,M ^^!, n ; D ' e ES - Zellen wurden vermehrt und mit einem Hindlll-linearisierten Genfallenvektor PT2 elektroporiert 
[Wurst, 1993]. Nachder Elektroporation wurden die Zellen auf gelatinebeschichteten 10-mm-Platten ausplattiert und 8 
Tage in ES-Medium gezOchtet. das G418 (200 ug/ml) und 2 mM Gancyclovir enthielt. Nach Stagiger Selektion wurde 
eine Polyestermembran auf die Zellen gelegt, mit Glasperlen beschichtet, Medium wuide zugegeben und die Zellen 
wurden weitere 48 Std. gezOchtet. Dann wurden die Polyesterfilter entfernt. in PBS gespult und in einer neuen Schale 
mit Induktionsmedium untergebracht. das EnHD (30 ng/10 4 Zellen) enthielt. Nach 48 Stunden wurden die Membranen 
foc.ert und wie in Hill und Wurst (1993) beschrieben auf p-Galaktosidaseaktivitat gefarbt. p-Galaktosidase-positive 
Klone wurden gepickt, vermehrt und erneut in 96-Loch-Platten in drei unabhangigen Experimenten untereucht. 

Expression und Reinigung von EnHD und Engrailed 2 aus Huhnchen. 

Eh ^ Am l" 0S t Uren % ° Be Hom0odomane des E "9railed 2-Proteins (EnHD) aus HOhnchen wurde aus einem 
Plasmid, das die Huhnchen-cDNA-Sequenz enthielt, mit den folgenden Primern isolierf 
5'-TTTCATATGGAAGACAAGCGGCCCCG-3' und 
5'-GGGGGATCCCTACGCCTTCTTGATCTTGGCTC-3'. 

[0056] Das PCR-Produkt wurde in pBluesaipt ligiert. Das Konstrukt wurde dann in den pET-3a-Expressionsvektor 
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subWoniert. Das Plasmid wurde in BL21(DE3)pLysS transformiert, und die Expression von EnHD durch Zugabe von 
0,8 mM IPTG induziert. Das Protein wurde isoliert, indem die Bakterien in Puffer A (20 mM HEPES, pH-Wert 7,9, 1 mM 
EDTA, 5 mM MgC! 2 , 0,2 M NaCI, 0,02 mg/ml DNase I und Proteaseinhibitor: 0,5 mM Pefablock, 10 ng/ml Pepstatin, 10 
ng/ml Aprotinin, 1 ng/ml <x2-Makrog!obulin) urtraschallbehandelt wurden, gefolgt von Streptomycinsulfat-Failung (20 
5 mg/ml Endkonzentration, Boehringer) und Reinigung mittels FPLC unter schrittweiser Elution mit KCI uber eine Hepa- 
rin-Sepharose-Saule (Pharmacia). Die Reinheit wurde durch Coomassiefarbung nach SDS-PAGE- Analyse bestimmt, 
und die Proteinmenge nach dem Bradford-Verfahren (Kit Micro BCA, Pierce) bestimmt. Die FITC-Markierung von 
EnHD erfolgte wie zuvor beschrieben [Joliot, 1991]. 

[0057] Zur Erzeugung von HQhnchen-En2-Protein, wurde ein 1,1 kb EcoRI-Fragment mit der vollstandigen En2-cDNA 
10 in die EcoRI-Stelle eines Vektorzwischenproduktes insertiert, das durch Insertion folgender Adapter-Oligonukleotide 
erhalten wurde: 

5'-AGCTTCATATGGAGGAGGGCGGCCGCAGCCCCCGGGAGGAGGAATTCG-3' und 
S'-GATCCGAATTCCTCCTCCCGGGGGCTGCGGCCGCCCTCCTCCATATGA-S* 

in BamHI- und Ndel-gespaltenen pBluescript. Die 5'-nichtcodierende Sequenz wurde durch Spaltung mit Smal entfernt. 

75 Die En2-Sequenz wurde dann in die Ndel- und BamHI-Stellen des Expressionsvektors pET-3a inseriert. 

[0058] Das Engrailed2-Protein aus Huhnchen (ChEn2) wurde wie fur EnHD beschrieben hergestellt. Eine semigerei- 
nigte Fraktion wurde erhalten, indem die Bakterien lysiert wurden und der Extrakt mit Heparin-Sepharose nach [Bour- 
bon, 1995] inkubiert wurde. Die Heparin-bindende Fraktion wurde dann dialysiert und eingeengt (Centriprep, Amicon). 
ChEn2 wurde durch Western- Blot- Analyse mit 4D9-Antikflrper (Patel et al., 1989) identrfiziert und fOr Gelshift- Assays 

20 verwendet. 

5'-RACE 

[0059] Gesamt-RNA wurde aus ES-C3-Zellen unter Verwendung von Standardverfahren (Kit RNAeasy, Quiagen) iso- 
25 liert. 200 ng Gesamt-RNA aus den ES-C3-Zellen wurden mittels der reversen Transkriptase "Superscript II" 
(Gibco/BRL) und einem Primer (5'-TGGCGAAGGGGGATGTGC-3') , der im 5'-Bereich der LacZ-Gensequenzen lokali- 
siert ist, nach den Angaben des Herstellers revers transkribiert. Ein Zehntel der cDNA wurde mit dCTPs unter Verwen- 
dung der terminalen Transferase (Gibco/BRL) mit einem Schwanz versehen. Die cDNA mit C-Schwanz wurde mit 
einem Primer aus der SpleiBakzeptor- Region des Genfallenvektors: 
30 5'-GACTCTGGCGCCGCTGCTCTGTCAG-3' und einem poly-G-Primer: 
S'-CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACGGIGGGI IGGGI IG-3' 
uber PCR amplifiziert. 

[0060] Es wurden dann 1|il der 50-ml-PCR-Reaktion in einer zweiten PCR-Reaktion unter Verwendung eines 
"nested"-Primers aus der SpleiBakzeptorregion: (5'-ACCTGTTGGTCTGAAACTCAGCCT-3') und einem Primer: (5'- 
35 CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC-3'), der den S'-Teil des poly-G- Primers erkennt, verwendet. Die 
cDNA-Fragmente wurden in das pAMP-Plasmid (GIBCO/BRL) Woniert und gereinigt. Urn die Existenz des Fusionstran- 
skriptes zu beweisen, wurden 400 ng Gesamt-RNA aus ES-C3-Zellen mit Hilfe von zufallsgemafcen Hexamerprimern 
revers transkribiert. Eine erste PCR-Runde erfolgte mit einem stromaufwdrts gelegenen Primer aus der BPAGln2- 
Sequenz 

40 (5'-TGCTGGACCCAGCCGAGAGGGCTGTGC-3') und einem LacZ-Primer 
(S'-IGGCGAAAGGGGGATGIGCTGCAAGGCG-S 1 ) 
und eine zweite PCR-Runde erfolgte mit den "nested"-Primern 
(5 , -AGCAGATGAGCGGGACAAAGTTCAAAAG-3') und 

(S'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG-S^. Das Fragment wurde isoliert, in pBluescript Woniert und sequen- 
45 ziert. 

Northern- Blot- Analyse und In situ-Hybridisierung. 

[0061] Zellen wurden Qber Nacht mit EnHD (300 ng/10 5 Zellen) in Gegenwart Oder Abwesenheit von 10' 6 M Cyclo- 
50 heximid behandelt. Die Northern-Blot- und in situ-Hybridisierung wurden mittels Standard-Techniken [Ausubel, 1994] 
durchgefOhrt. Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) diente als Beladungskontrolle. Die Northern- Blots 
wurden mit einem Phosphoimager quantifiziert. Zum Nachweis des SPAGte-Transkriptes in Keratinocyten wurde eine 
Probe aus GMA24FIA-cDNA durch Polymerasekettenreaktion (PCR) isoliert, wobei Taq-Polymerase und die folgenden 
Oligonukleotidprimer verwendet wurden: 5 , -GGAAGTTCTTCCTCTACT-3 , und 5'-GGTTGAAACTACTCAGAG-3'. Das 
55 entstandene 519 bp groBe DNA-Amplifikationsprodukt reicht gemaB [Tamai, 1993] von Position 3048 bis Position 3567. 
Dieses PCR-Produkt wurde mit dem Klenow-Enzym mit stumpfen Enden versehen und in die EcoRV-Stelle von pBlue- 
script Woniert. Die BPAGln-lsoformen wurden mit einem 664 bp DNA-Fragment nachgewiesen, das der "dt-ABD"- 
Sonde entspricht und an die Actin-Bindungsdomane bindet [Bernier, 1995]. 
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Transfektlons- Assays 

[0062] Zur Expression der Luciferase unter der Kontrolle des BPAG le-Promotors, wurde ein aus dem genomischen 
Lambda-Zap-Klon (mdt 1.4.1.2, von Dr. R. Kothary zur Verfugung gesteltt) stammendes 7 kb Sacl/Sall-Fragment in 
pBluescr.pt (Stratagene) subWoniert. Dieses Fragment enthielt die gesamte Intergenregion, was durch Dopoelhybridi- 
sierung mrt BPAGle- und ASD-df-Sonden nachgewiesen wurde (nicht gezeigt). Ein 6,5 kb groBes BamHI-Fragment 
Z U !^„*"?, diS B9ll| - S,e,le 70,1 P QL2bas (Iomega) inseriert. SchlieBlich wurde ein 2.3 kb Hindlll-Fragment in die 
r i 'Sc1^t V0n ^ L2baS ,rans,eriert - 80 daB P Bp -'"C erhalten wurde. pBP-luc wurde mrt pTL1 En2 oder 
k o! ,n cotransfiziert. Die Kotransfektions-Assays wurden in Suspension mit einem Calciumphos- 

Whrt R ° UX ' 19951 beschrieben durch 9efuhrt. Samtliche Bedingungen wurden vierfach durchge- 

Gelshift und DNase l-Footprinting 

[0063] DNA-Fragmente wurden mit Polynukleotid-Kinase und (y- 32 P)ATP endmarkiert. Die Extrakte aus EnHD- oder 
fu Z "I'^TZ^ E C0H Und E coli " K o"frollextrakte wurden zu den markerten Sonden in 20 mM Tris-HCI 
pH-Wert 7.9J5 mM KCI. 2,5 mM MgCI 2 . 1 m poly^JIdC und 15% Glycerin gegeben, 10 min. auf Eis inkubiert und dann 
auf nativen 6%igen Polyacrylamidgelen analysiert. 

[0064] F0r DNase l-Footprints wurden die Promotorfragmente mit Klenow-Enzym endmarkiert. Die Footprintina- 
Assays wurden durchgefuhrt. indem 200 ng Fragment mit EnHD in einem Endvolumen von 50 pi Inkubationsgemisch 
20 mM Tns-HCI. pH-Wert 7,9, 35 mM KCI, 2,5 mM MgCI 2 , 1 M g poly-dldC, 4% Polyvinylalkohol und 15% Glycerin 10 
mm auf Eis inkubiert wurden. und danach ein gleiches Volumen DNase I in 10 mM MgCI,, 4 mM CaCI, zugeqeben 

3^* °5 ^nSH ' nkUbati0n WUrde die Reakti0n durch Zugabe eines 9' eichen Vo,umen s Stop-Puffers [Ausubel. 
1 994] beendet. die DNA m.t Phenol und Chloroform extrahiert. mit Ethanol gefaitt und auf einem 6%igen Sequenziergel 
analysiert. Ohgonukleotidsequenz fur Gelshifts: (5'-GAAAAAGTAATTGAACATTTTTCC-3' oberer Strang) 
Ol.gonukleot.dsequenzen, die im Gelshift-Assay entsprechend der beiden geschOtzten Bereiche beim Footprintjng ver- 
wendet wurden: * 

Jc™7^ C I CAWG ^ mATTTTmMra ^^ - 2222 b j s -2176, oberer Strang) und 

(5^CACACTTAGTTACTGAGCCAATATTCTGCG-3 , > -695 bis -664. oberer Strang). 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 (i) ANMELDER: 

(A) NAME: GSF- Forachungszentrum fur Umwelt.und 

Gesundheit GmbH 
<B) STRASSE: Ingolstadter LandstraSe 1 

(C) ORT: Neuherberg 

(D) BUNDESLAND: Bayem 
10 (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 8S764 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Verfahren zur Identif izierung von 
Zielgenen 

von Transkriptionsfaktoren 



75 



20 



25 



30 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 25 

(iv) COMPUTER - LES BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAgbR: Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

(C) BETRI EBSSYSTEM : PC-DOS/MS -DOS 

(D> SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DAT EN DER JETZIGER ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER : DE 197 40 578.9 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 47 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



35 (xi) S EQUENZ B ES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 

CTCAAATAAT TAGTCATTAA AAAAAATAAA GGCATATGAG CCAGCCT 47 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

40 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Af . (ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
50 CGCAGAATAT TGGCTCAGTA ACTAAGTGTG 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 



55 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TCAATTAAAT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TTTCATATGG AAGACAAGCG GCCCCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Genom-DNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GGGGGATCCC TACGCCTTCT TGATCTTGGC TC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
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AGCTTCATAT GGAGGAGGGC GGCCGCAGCC CCCGGGAGGA GGAATTCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GATCCGAATT CCTCCTCCCG GGGGCTGCGG CCGCCCTCCT CCATATGA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
TGGCGAAGGG GGATGTGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GACTCTGGCG CCGCTGCTCT GTCAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUEN Z KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C> STRANGFORM: Doppelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(xi) S EQUEN 2 B ES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 10: 
CUACUACUAC UAGGCCACGC GTCGACTAGT ACGGRGGGRR GGGRRG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11; 

(i) S EQUEN ZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
ACCTGTTGGT CTGAAACTCA GCCT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CUACUACUAC UAGGCCACGC GTCGACTAGT AC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 
(DJ TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
TGCTGGACCC AGCCGAGAGG GCTGTGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 14: 
TGGCGAAAGG GGGATGTGCT GCAAGGCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 15: 
AGCAGATGAG CGGGACAAAG TTCAAAAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Doppelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

CGCCAGGGTT TTCCCAGTCA CGACGTTG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppe 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
GGAAGTTCTT CCTCTACT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppe 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
GGTTGAAACT ACTCAGAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

U) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

GAAAAAGTAA TTGAACATTT TTCC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 
GGCTGGCTCA TATGCCTTTA TTTTTTTTAA TGACTAATTA TTTGAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 21: 
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CACACTTAGT TACTGAGCCA ATATTCTGCG 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

5 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 225 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

10 (ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



15 



20 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

TGCTGGACCC AGCCGAGAGG GCTGTGCTTC GGATAGCAGA TGAGCGGGAC AAAGTTCAAA 60 

AGAAAACATT TACAAAATGG ATAAATCAGC ATCTCATGAA GGGTCCCAGG TCCCGAAAAC 120 

CAAAGAAGAA GAACCCTAAC AAAGAGGACA AGCGGCCTCG CACAGCCTTC ACTGCTGAGC 180 

AGCTCCAGAG GCTCAAGGCT GAGTTTCAGA CCAACAGGTC GACAA 225 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 72 Aminosauren 
25 (B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



30 



40 



45 



(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Leu Asp Pro Ala Glu Arg Ala Val Leu Arg He Ala Asp Glu Arg Asp 
35 1 5 10 15 

Lys Val Gin Lys Lys Thr Phe Thr Lys Trp He Asn Gin His Leu Met 
20 25 30 



Lys Gly Pro Arg Ser Arg Lys Pro Lys Lys Lya Asn Pro Asn Lys Glu 
35 40 45 

Asp Lys Arg Pro Arg Thr Ala Phe Thr Ala Glu Gin Leu Gin Arg Leu 
50 55 60 

Lys Ala Glu Phe Gin Thr Asn Arg 
65 70 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 657 Baaenpaare 

<B) ART: Nucleotid 

50 (C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



55 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
CTGAATTGCA ACCTGCCCTG CCCCTTGTTT AGCTTCCCAA GTACTGGGCT TACAGTAGAC 
TTGCACTGTA ACACAAGCCT AGATAATAAA CTTCTTTTGT GATATGTATG CAGTCTGTAA 
CAATACAAAG TGGATTATGA TGCACATTAA AATTCTGATA CTGCTGTAGT GACCAAAACT 
ATCTTTTCTT GGTGTCTTTA ATTCAAATGG CTCATTTAAT GCTTCATTTT AACTACCTGT 
AAGGGCTGCA CCCTAAGCAT TTACAGTTCA TTTTAGTTCA TAGGCTGCTT ATGTAGACAT 
GGTAACTTTA TGAGTTAACA AGGATGCAGC CAGTAATAAA GGGTGGACTT GCCTTTGCAT 
TCATAATGTA ATATATTATC TTTAATTCAT TACTCCATGG CAACACTGAA GTCGGTGTCT 
AAGACAGTGA GGACACAGCT ACACTGCGTG TCTCTGTTTT GTGCTTGGCA TTGAGCAAAG 
GCACTGGTAA GGGACCCAAA ATGATAGCTC CTCTCTACAT TCTCAGAGCG GATACCTAAG 
TAACAAGTGG CTTAAACACT CCATGAAGAA ATATGAAATT ATAACCAAGG AAAGAACCCT 
GAACAATACT CAAATAATTA GTCATTAAAA AAAATAAAGG CATATGAGCC AGCCTGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 
(i) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 639 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
CTTAAATATG CTGTGGCGTG ATATGCAATG CACTGCAAAT ACTATGCTGA TAACTATTCT 
AAAGAATCCT GCCTACAGCC ATTCATTTGC TTGCTGAGGT TTGCCTTTTG TAGCCAGCAT 
TAAAGCCCTG CAAGTACGGG CAGAGCAGGA CGATTGGGCG TCACTGGGAA AGATATGCCA 
AATATTTTCA CCAAGAGTCA TCCAGCTTCA ACCACCTAAA AAACAACTCA GGTACACAGG 
AGCCCGGGCA GCACCAGTGA AGGTAATGCT ATCAATACCA AGCACCAACC AGAAACACAA 
AGCTCAGATC ACACAGCTGG ACAAATGCTG GACAGCAAGC AGATCCCACG TGCTTCCTAA 
CACAAGGTAA AATGCTGGAC TAATCAATAA GTCAATAATC AATAAGCAAG CACACAAATT 
TAATGAGAAA CCAAATCTGT TTCCATTTGA CCATCTCTTC CATTGTTCAC CGCATTAAAT 
TAACTGGAAA AATGTTCAAT TACTTTTTCT TTGTGTGATA AACTCTCTCT CCTAAGCCAC 
TACTGTTTGG ATTCTAAAAG CCAAAGACTC CACGCAGAAT ATTGGCTCAG TAACTAAGTG 
TGAATGTGTC TGGGCTTGCT TCTTCTTCAC ACAGACTAG 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Ident'rf izierung von Transkriptionsfaktor responsiblen Elementen, Zielgenen und/oder Cofaktoren von 
Transkriptionsfaktoren mit den nachfolgenden Schritten: 

(a) Einbringen eines Genfallenvektors in eine eukaryontische Zelle in Kultur, wobei der Genfallenvektor zumin- 
dest, in funktioneller Anordnung, die nachfolgenden Elemente aufweist: 

- ein Reportergen 

- eine Polyadenylierungsstelle 
ein Selektionsmarkergen 

(b) Selektion auf Zellen, die den Vektor enthalten; 

(c) in Kontakt bringen der selektierten Zellen mit einem Transkriptionsfaktor, dessen zugehoriges Transkripti- 
onsfaktor responsible Element, Zielgen und/oder zugehoriger Cofaktor analysiert werden Soil; 

(d) Identif izieren und Kultivieren solcher Zellen, die eine Verdnderung der Reportergenaktivitat zeigen; 

(e) Identifizieren der Zielgene und/oder Cofaktoren der Transkriptionsfaktoren und/oder der Transkriptionsfak- 
tor responsiblen Elemente. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da 3 als Reportergen ein in eukaryontischen Zellen nachweisbares Gen verwendet wird, bevorzugt ausgewahlt aus 
der Gruppe, bestehend aus dem LacZ-Gen, Luciferasegen, Green -Fluoreszenz- Protein -Gen und CAT-Gen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB auf dem Genfallenvektor ein Promotor fur das Selektionsmarkergen angeordnet wird. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Promotor in embryonalen Stammzellen aktiv ist. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daBdas Selektionsmarkergen ein Antibiotikumresistenzmarkergen ist, bevorzugt ein Neomyzin- oder Hygromycin- 
Resistenzgen. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Genfallenvektor ein Reportergen zur Negativselektion enthait. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daBdas Reportergen, bevorzugt ein Thymidinkinasegen, Diphteriegen oder HAT-Gen, gegen Integrationen in kon- 
stitutiv aklive Gene selektiert. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Selektion auf die den Genfallenvektor enthaltende Zellen dadurch erfolgt, daB die im Schritt (a) erhaltenen 
Zellen einem Selektionsagens ausgesetzt werden, das fur das Selektionsmarkergen spezrf isch ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Agens ein Antibiotikum ist. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Transkriptionsfaktor dem Zellkulturmedium der im Schritt (b) erhaltenen Zellen hinzugefugt wird oder daB 
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ein fur den Transkriptionsfaktor codierendes Gen in die Zellen eingefuhrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das fur den Transkriptionsfaktor codierende Gen auf einem Plasmid liegt und es sich unter der Kontrolle eii 
induzierbaren Promoters befindet. 



12. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das fur den Transkriptionsfaktor kodierende Gen ausgewahlt wird aus der Gruppe, umfassend Zinkfingergene 
Pou-Gene, Homeobox enthaltende Gene, HGM-Box-enthaltende Gene oder Winged-Helix-Gene. 

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Transkriptionsfaktor befahigt ist, die Zellmembran zu passieren. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Transkriptionsfaktor eine Homeodomane enthait, die ihn befahigt. die Zellmembran zu passieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Zellen einem Agens. bevorzugt Gancyclovir, ausgesetzt werden, das selektiv solche Zellen eliminiert die 
Integrationen von Genfallenvektoren in konstitutiv aktiven Genen tragen. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die im Schritt (d) erhaltenen Zellen zur Erzeugung von chimaren Saugetieren verwendet werden. 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Genfallenvektor ein Vektor eingesetzt wird, der, im Leseraster, ein Reportergen , daB an eine SpleiBakzep- 
torstelle fusioniert ist. ein Reportergen, das gegen Integrationen in konstitutiv aktive Gene selektierbar ist, eine 
interne Ribosomeneintrittstelle sowie ein Selektionsmarkergen, je in funktioneller Verbindung, enthait. 
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FIGUR 5 
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FIGUR 6 
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